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LUZ, Suzete Carvalho Landulfo. Terapia Fotodinamica: Efetividade e mecanismos
moleculares da acdo da curcumina como fotossensibilizador frente a biofilme de
Pseudomonas aeruginosa. 94 f. il. 2019. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto
Multidisciplinar em Saude, Universidade Federal da Bahia, Vitéria da Conquista, 2019.

RESUMO

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa com alta capacidade de
formar biofilmes densos, uma estrutura complexa que predispde o desenvolvimento
de fendtipos resistentes a antibidticos, contribuindo para que as infeccbes
relacionadas aos cuidados de saude se tornem um grave problema de saude publica
mundial. Trata-se de uma pesquisa in vitro, do tipo experimental cujo objetivo foi
avaliar a efetividade antimicrobiana e os mecanismos moleculares da acao da
curcumina nas concentracdes de 5 pg/ml, 20 pg/ml e 40 pg/ml irradiadas por luz LED
azul 450 nm, nas doses de energia de 3,24 J/cm?, 5,4 J/lcm? e 10,8 J/cm?, frente a
biofilmes monoespécie de Pseudomonas aeruginosa. Os grupos experimentais
tratados com PDT tiveram seus resultados comparados entre si, com grupo controle
negativo (sem tratamento) e grupos controle positivos (LED e curcumina,
isoladamente), totalizando 16 grupos experimentais. Para avaliar o efeito
antimicrobiano, a contagem de unidades formadoras de colénia por ml (UFC/ml) foi
transformada em Logio, checados os pressupostos de normalidade e homogeneidade,
com a analise estatistica realizada por meio de Anova (p valor < 0,05) e Kruskal-Wallis
(p valor < 0,05), com pos-teste de Bonferroni e Dunn, respectivamente. O estudo da
estrutura do biofilme foi realizado a partir de imagens geradas por microscopia
confocal de varredura a LASER (CSLM) e, por microespectroscopia Raman, foram
avaliados os mecanismos moleculares da acdo da curcumina através dos picos
observados no espectro. Os resultados demonstraram uma acao centrada no efeito
disruptivo do biofilme, além de um efeito antimicrobiano em todos os protocolos de
PDT, com melhores resultados observados nos protocolos com maior concentracao
de fotossensibilizador e dose de energia mais alta. A PDT mediada por curcumina
avaliada nesta pesquisa mostrou-se eficaz ndo s6 em reduzir em uma unica sessao,
1,3 logio na viabilidade de células bacterianas, correspondendo a uma reducéo
percentual de mais de 90% na contagem de UFC/ml, mas principalmente pelo seu
efeito antibiofilme, podendo possivelmente ser utilizada como potencializadora da
acao de antimicrobianos.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica. Curcumina. LED. Biofilme. Disruptura.
Pseudomonas aeruginosa.



LUZ, Suzete Carvalho Landulfo. Photodynamic Therapy: Effectiveness and molecular
mechanisms of curcumin action as a photosensitizer against Pseudomonas
aeruginosa biofilm. 94 p. il. 2019. Dissertation (Master’s degree) — Multidisciplinary
Institute on Health, Universidade Federal da Bahia, Vitoria da Conquista, 2019.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative bacterium with high capacity to form
dense biofilm, a complex structure which predisposes to development of antibiotic
resistant phenotypes, contributing to healthcare-related infections becoming a serious
worldwide public health problem. This is an in vitro experimental study, which has
aimed to evaluate the antimicrobial effectiveness and molecular mechanisms of
curcumin action at concentrations of 5 pg / ml, 20 ug / ml and 40 pg / ml irradiated by
blue LED light 450 nm at energy doses of 3.24 J/ cm?, 5.4 J/ cm? and 10.8 J / cm?,
against to Pseudomonas aeruginosa monospecies biofiims. Experimental groups
treated with PDT (Photodynamic Therapy) had had their results compared among
them with negative control group (without treatment) and positive control groups (LED
and curcumin, alone), totaling 16 experimental groups. To evaluate the antimicrobial
effect, the count of colony forming units per ml (CFU / ml) has been transformed to
Logl10, checking the assumptions of normality and homogeneity, with statistical
analysis performed by Anova (p value <0.05) and Kruskal-Wallis (p value <0.05), with
Bonferroni and Dunn post-test, respectively. The study of biofilm structure was based
on images generated by LASER confocal scanning microscopy (CSLM) and, by
Raman microspectroscopy, molecular mechanisms of curcumin action through peaks
observed in spectrum have been evaluated. The results have demonstrated an action
centered on the disruptive effect of biofilm, as well as an antimicrobial effect in all PDT
protocols, with more expressive results observed in protocols with higher
photosensitizer concentration and higher energy dose. Curcumin-mediated PDT
evaluated in that study has proved effective not only in reducing, in a single session,
1.3 log10 in bacterial cell viability, corresponding to a percentage reduction of more
than 90% in CFU / ml count, but mainly due to its antibiofilm effect and may possibly
be used as a potentiator of antimicrobial action.

Keywords: Photodynamic Therapy. Curcumin. LED. Biofilm. Disruption.
Pseudomonas aeruginosa.
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1 INTRODUCAO

Infeccdo hospitalar ou infeccdo relacionada aos cuidados de saude como €
referida atualmente representa um grave problema de saude publica mundial dada
sua alta taxa de morbimortalidade, complexos mecanismos de resisténcia
antimicrobiana e elevados custos de saude. Estudos apontam que a incidéncia destas
infeccbes € de 4-7% em paises desenvolvidos como Estados Unidos e algumas
nacdes europeias, 5-10% na maioria dos paises em desenvolvimento, atingindo 25%
em paises da Asia, como a india. (ALLEGRANZI et al, 2011; ESPOSITO e De
SIMONE, 2017; EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND
CONTROL, 2013; MAGILL et al, 2014; TAJ et al, 2018).

Neste cenario, vem ganhando destaque Pseudomonas aeruginosa, bactéria
Gram-negativa, oportunista, altamente aderente em superficies inertes e em tecidos
vivos e formadora de biofilmes densos (COSTERTON, STEWART e GREENBERG,
1999; PALLERONI, 2015). Nasirmoghadas e colaboradores (2018) apontam que 93%
dos isolados de Pseudomonas aeruginosa formam biofilmes com 75% de resisténcia
extensiva a antimicrobianos, exceto a Polimixina, uma droga com alto grau de

toxicidade neurolégica e renal.

Uso prévio e inadequado de antibidtico de amplo espectro, permanéncia
hospitalar prolongada, internacées em unidades de terapia intensiva (UTIs), uso de
dispositivos médicos invasivos, comorbidades associadas e formacéo de biofilme séo
considerados fatores de risco independentes para aquisicdo de infecgbes por
Pseudomonas aeruginosa resistentes a antibiéticos, assim como por altas taxas de
mortalidade por complicacdes decorrentes do quadro infeccioso (HOANG et al, 2018;
JEONG et al, 2014; LUCENA et al, 2014; PALAVUTITOTAI et al, 2018).

Apontada pela Organizacdo mundial de Saude (OMS) como patdgeno de
prioridade critica que demanda pesquisas, desenvolvimento de tecnologias e
medicamentos para enfrentamento da crescente resisténcia antimicrobiana, somado
aos elevados custos de saude e desfechos clinicos desfavoraveis, as infeccdes

hospitalares por Pseudomonas aeruginosa exigem a adocdo de terapias
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coadjuvantes que apresentem eficacia antimicrobiana com baixo custo, poucos efeitos
colaterais e que néo oportunizem o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia
(MORALES et al, 2012; MORATA et al, 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION-
WHO, 2017).

A terapia fotodindmica antimicrobiana (termo originado do inglés, antimicrobial
Photodynamic Therapy - aPDT) é considerada um promissor método de tratamento
para a erradicacdo de microrganismos, sendo clinicamente aprovada para o0
tratamento de diversas moléstias infecciosas (DARLENSKI e FLUHR, 2013). Trata-se
de uma técnica em que a luz é utilizada para ativar compostos quimicos chamados
fotossensibilizadores (FS) que ao interagirem com o oxigénio molecular produzem
espécies reativas de oxigénio (EROSs), as quais causam danos oxidativos diretos ao
microrganismo e/ou desestabilizam a estrutura do biofilme, expondo as bactérias a
acado de antibidticos e demais substancias com atividade antimicrobiana
(ABRAHAMSE e HAMBLIN, 2016; VASSENA et al, 2014).

Atualmente, a curcumina, um derivado da Curcuma longa, conhecida
popularmente por acafrio-da-india tem sido utilizada com sucesso como
fotossensibilizador em aPDT. Composto polifendlico de pigmento amarelo-alaranjado
gue ao ser solubilizado é capaz de absorver luz azul na faixa espectral de 405 - 435
nm, cuja interacdo com a luz, ocorre em um curto intervalo de tempo, propiciando um
rapido efeito fototoxico as biomoléculas de células-alvo (ANDRADE et al, 2013; LIU et
al, 2015; MAHDI et al, 2015; PASCHOAL et al, 2013).

Objetivando ndo apenas avaliar a efetividade da aPDT e antibioticoterapia frente
a Pseudomonas aeruginosas, trabalhos tém sido publicados ressaltando a acéo
dindmica intracelular induzida por fotossensibilizantes e antibidticos, sua difusédo
dentro da célula e analise da acdo de qudrum sensing em biofilme (AMIN et al, 2012;
BODELON et al, 2016; JUNG et al, 2014; PATZOLD, KEUNTJE e ANDERS-VON
AHLFTEN, 2006). Neste sentido, importantes ferramentas como a microscopia
confocal de varredura a LASER (CSLM) e a microespectroscopia Raman tém sido
empregadas de forma complementar na execucao destas andlises. A CSLM é um
método ndo-invasivo, com uso opcional de marcadores e sondas fluorescentes que,

a partir da luz, consegue produzir imagens do espécime em secOes Opticas
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possibilitando o estudo de estruturas de biofiime sem danificar a amostra. Ja a
espectroscopia Raman é uma técnica em que fétons de luz interagem com uma
amostra, produzindo um espectro Raman Unico para uma molécula como uma
impressao digital, possibilitando estudar a estrutura e a dinamica de células vivas
Unicas ou em biofilme, distribuicio e mecanismos de acdo de drogas e
fotossensibilizadores sem a necessidade de coloragéo ou marcadores e sem perturbar
o meio estudado (PADDOCK e ELICEIRI, 2014; SCALFI-HAPP et al, 2007).

Apesar de ser, até o presente momento, um estudo inédito, pesquisas
promissoras na area da aPDT aliados aos avancos tecnologicos na area de
microscopia possibilitaram a aquisicAo de conhecimentos para uma melhor
compreensao dos efeitos e mecanismos moleculares da agao da curcumina frente a
estrutura de biofilmes de Pseudomonas aeruginosa ao se aplicar distintos protocolos

delineados para esta pesquisa.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pseudomonas aeruginosa E AS INFECCOES NOSOCOMIAIS

As infecgbes nosocomiais ou infecgBes relacionadas aos cuidados de saude
podem ser definidas como infec¢des contraidas em instalacdes de cuidados de saude,
ocorrendo mais de 48h apos a admisséao. Segundo estimativa global da OMS mais de
1,4 milhdes de pacientes em paises desenvolvidos e em desenvolvimento séo
acometidos por infec¢cdes nosocomiais. Apesar dos esforgos em prevenir as infecgdes
associadas aos cuidados de saude com o envolvimento frequente de patdgeno
multirresistente a antibidticos, este continua sendo um grave problema de saude
publica (ESPOSITO e DE SIMONE, 2017, WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO,
20009).

Entre estes patdgenos destaca-se Pseudomonas aeruginosa uma bactéria
Gram-negativa, oportunista, frequentemente isoladas em pacientes com fibrose
cistica, bacteremia, infeccbes do trato urinario, otite externa, feridas crénicas,
especialmente em grandes queimados internados em unidades de terapia intensiva
(RUFFIN, BROCHIERO, 2019; SKARIYACHAN et al, 2018). Além disto, apresentam
alta capacidade de formacdo de biofiimes densos, condicdo que a tornam mais
resistente a acdo de antimicrobianos e as reacbes imunes do hospedeiro
(NASIRMOGHADAS et al, 2018; PALLERONI, 2015; WHO, 2017).

A abordagem terapéutica medicamentosa convencional contra infecgcbes
causadas por P. aeruginosa € realizada com o uso de antibidticos pertencentes a
varias classes de farmacos: aminoglicosideos, carbapenémicos, cefalosporinas
antipseudomoniais, fluorquinolonas, cefalosporina + inibidores de [-lactamase,
penicilinas antipseudomoniais + inibidores de B-lactamase, monobactamas, éacido
fosfonico e polimixina (MAGIORAKOS et al, 2012; MENSA et al, 2018).

Com base nestas classes de antibiéticos foram definidas categorias de

resisténcia a antibioticos desenvolvidas por Pseudomonas aeruginosa:



21

Pseudomonas aeruginosa multirresistentes (MDR-PA) - séo resistentes a pelo

menos um agente pertencente a trés ou mais classes de antimicrobiano;

Pseudomonas aeruginosa extensivamente resistentes (XDR-PA) - neste nivel,
as bactérias sdo resistentes a pelo menos um agente, em todas as classes

antimicrobianas, exceto em duas ou menos;

Pseudomonas aeruginosa pan-resistentes (PDR-PA) - apresentam resisténcia a
todos os agentes antimicrobianos listados (MAGIORAKOS et al, 2012).

Em relatério sobre Vigilancia do Consumo de Antibidticos realizada em 65 paises
e territérios, a OMS aponta que a crescente resisténcia global aos medicamentos
antimicrobianos esta relacionado ao seu uso excessivo e inadequado, reforcando a
necessidade de implementagcdo urgente de politicas de prescricdo como forma de
conter a antibioticoterapia indiscriminada. As infeccdes por P. aeruginosa resistentes
a antibidticos, principalmente a carbapenémicos, estdo associadas a custos diretos
de saude mais elevados, infec¢do de inicio mais rapido, uso de dispositivos médicos
invasivos, prolongamento do tempo de interna¢cdo, assim como uma progressao mais
acelerada até a morte, sendo responsaveis por taxas de mortalidade entre 60-100%
mesmo diante dos avancos dos antimicrobianos (BOU et al 2009, JEONG et al, 2014,
LUCENA et al, 2014).

Como j& destacado pela OMS, Pseudomonas aeruginosa tornou-se um
patbgeno emergente, de prioridade critica que demanda ndo somente o
desenvolvimento de novos antibiéticos, mas também a necessidade de pesquisas e
implementacdo de acdes de prevencdo e controle de sua disseminacéao,
principalmente em ambientes relacionados aos cuidados de saude (WHO, 2017 e
2018).
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2.2 CARACTERIZACAO TAXONOMICA DE P. aeruginosa

Em 1882, Carle Gessard intrigado com a coloracédo verde azulada dos curativos,
pesquisou e isolou pela primeira vez, uma bactéria aerdbica, moével, de facil
crescimento em fluidos corporais e produtora de pigmento azul jA& nomeado
anteriormente de piocianina. Doze anos apés, Walter Migula descreveu estas mesmas
bactérias, agrupando-as em um género que nomeou de Pseudomonas, palavra de
origem grega que significa Pseudo (= falsa) e monas (= unidades), uma possivel
mencao ao protista nanoflagelado, Mona (GESSARD, 1882; HUGH e LESSEL, 1967;
PALLERONI, 2010).

Atualmente, Pseudomonas aeruginosa € classificada filogeneticamente como
pertencente a classe das gamma-proteobacteriae e familia das pseudomonaceae,
caracterizando-se por um bastonete Gram-negativo, de forma reta ou levemente
curvada, medindo de 1- 3 mm de comprimento que pode ser encontrada isoladamente
ou em pares. Sao moveis por meio de um unico flagelo polar, composto por flagelina
e apresentam pilis do tipo IV, ambas as estruturas desempenhando um papel
importante na motilidade, como fator de viruléncia e no processo de fixacdo as

superficies (Figura 1). A depender do fenétipo podem apresentar diferentes
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Figura 1- Pseudomonas aeruginosa.

la- Em coloracdo de Gram; 1b- microorganismo isolado e 1¢c- membrana celular
Fontes: a- autora, b- Adaptado de: CDC, 2017 e c- Adaptado de BLACK, 2016.
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morfologias, até mesmo em um Unico isolado, podendo ser coldnias grandes, lisas,
iridescentes, planas com centro elevado e bordas irregulares ou colonias pequenas,
puntiformes, asperas e convexas ou ainda, colénias grandes e mucoides comumente
observada em isolado respiratério de pacientes com fibrose cistica. Produzem
pigmento como a pioverdina e piocianina e algumas cepas podem produzir piorrubina,
pigmento de cor avermelhada ou piomelanina, um pigmento de cor marrom. Pode ser
encontrada no solo, agua, plantas, animais, ambientes e liquidos contaminados, na
forma plancténica ou em biofilme. Crescem preferencialmente em ambientes Umidos,
a uma temperatura ideal de 37 °C, tendo a capacidade de apresentar crescimento a
temperaturas de até 42 °C, assim como em altas concentragfes de sais, corantes,
antissépticos e antibiéticos. De respiracdo tipicamente aerdbica, alguns estudos
mostram sua capacidade de sobrevivéncia em ambientes com baixas concentracdes
de oxigénio, utilizando o nitrato como aceptor final de elétrons (LINCOPAN e
TRABULSI, 2008; PALLERONI, 2015).

Sdo bactérias ndo-fermentadoras de carboidratos, apresentam grande
versatilidade metabdlica sendo capaz de crescer em meios escassos de nutrientes,
tendo sido relatado seu crescimento até em agua destilada. Possivelmente, por
possuir um genoma complexo e relativamente grande de 6 - 7 milhGes de pares de
bases (Mb), apresenta expressiva capacidade de detectar sinais ambientais,
adaptando-se as condi¢@es flutuantes do meio, de expressar fatores de viruléncia, de
formar biofilme e mecanismos de resisténcia a antibiéticos e desinfetantes, condi¢cdes
estas que a tornam, entre outros aspectos, um patdégeno nosocomial de relevancia
clinica (FAURE, KWONG E NGUYEN, 2018; FRESCHI et. al, 2019; PALLERONI,
2015; STOVER et. al, 2000).

2.3- FATORES DE VIRULENCIA

A patogénese da P. aeruginosa é considerada multifatorial visto que no processo
de invasao e colonizacao participam diversos fatores como os associados a célula

(flagelos, pillis) e mecanismos ativos (alginato, quorum sensing- QS e fatores
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secretados). Estes fatores de viruléncia se expressam em quantidade e em forma
diferenciada dependente do tipo de infec¢éo ja que o sistema imune inato é capaz de
detecta-los e obrigar a bactéria a acionar seus mecanismos de modulacdo do
potencial de viruléncia, burlando o sistema de defesa do hospedeiro. Neste sentido,
observa-se em infec¢cdes agudas, por exemplo, a expressdo de muito destes fatores
0 que néo ocorre em infec¢des crénicas que sdo comumente desprovidas de flagelos
e pilis, ao passo que se destacam na producao de biofilme, superexpressao de
alginato e de genes ligados ao quérum sensing (BALLOY et al, 2007; GARCIA et al,
2018; WOLFGANG et al, 2004).

2.3.1 Fatores de viruléncia associados a bactéria

Flagelo e pili do tipo IV - compostos respectivamente pelas proteinas flagelina e
pilina, participam de forma cooperativa nos processos de motilidade, aderéncia e
colonizacédo bacteriana em tecido hospedeiro, contribuindo ativamente na producao
de biofilme (CONRAD et al, 2012). No entanto, a persisténcia destas estruturas tdo
essenciais aos processos iniciais de instalacdo da infeccdo determinaria a ativacao
do sistema imune mediado por flagelina. Neste contexto, Pseudomonas aeruginosa
parece obstar esta ativacdo ao lancar mdo de mecanismos como a perda de flagelo,
utilizando para este fim, outros fatores de viruléncia secretados como a producédo de
proteases. Com o feno6tipo de motilidade reprimido, a bactéria se torna
aproximadamente 100 vezes mais resistentes a fagocitose, além de reduzir a resposta
inflamatéria com diminuicdo de citocinas (CASILAG et al, 2016; HONG e
GHEBREHIWET, 1992).
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2.3.2 Fatores de viruléncia secretados

Pseudomonas aeruginosa secretam os seguintes fatores de viruléncia:

a) Sistema de secrecdo de moléculas - sistema cujas substancias secretadas
no meio permitem a instalacéo do processo infeccioso através da ruptura da
integridade de tecidos e interferéncia no sistema imunolégico. A sintese
destas substancias ocorre por meio de trés distintos sistemas denominados
de sistema de secrecéo de moléculas do tipo | (T1SS), sistema de secrecao
de moléculas do tipo Il (T2SS) e sistema de secrecdo de moléculas Il (T3SS)
(GEORGESCU et al, 2016; JAFFAR-BAUDJEE et al, 1995; RANGEL et al,
2015).

- T1SS: secreta protease alcalina capaz de degradar flagelina impedindo seu
reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro, além de impedir a
formacao de fibrina, ambas as fun¢cdes exercidas por acdo sinérgica com
outras proteases (HONG e GHEBREHIWET, 1992).

- T2SS: produz proteinas com efeitos citotoxicos e mediadores de inflamacéo

como as fosfolipases C, exotoxina A e elastases.

Fosfolipases C - frequentemente encontradas em isolados de Pseudomonas
aeruginosa podem ser do tipo fosfolipase C hemolitica e fosfolipase C nao-
hemolitica que atuam sinergicamente na acao de degradacdo da membrana
celular do hospedeiro através da hidrolise de fosfatidilcolina, esfingomielina
e fosfatidilserina (GEORGESCU et al, 2016).

Exotoxina A - toxina secretada na fase estacionaria do crescimento
bacteriano associada a resisténcia a antibiéticos. E capaz de bloquear a
sintese de proteinas juncionais, permitindo a passagem de toxinas e
bactérias através das células com consequente destruicdo do tecido do
hospedeiro e aumento da oferta de ferro e nutrientes aos microrganismos
(AMIRMOZAFARI, FALLAH E HABIBI, 2016; AZGHANI et al, 1996).
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Elastases - também conhecidas como pseudolisinas, sdo metaloproteases
gue desestruturam tecidos e inativam componentes do sistema imune tais
como: mediadores inflamatorios (AZGHANI et al, 2014; SAINT-CRIQ et al,
2017), fatores de complemento (HONG e GHEBREHIWET, 1992), proteina
surfactante A (KUANG et al, 2011), bem como colageno (NAGANO et al,
2001), fibrina (REIHILL et al, 2017), elastina (YANG et al, 2015) e alginato
(KAMATH, KAPATRAL e CHAKRABARTY, 1998). Além disso,
semelhantemente as proteases alcalinas, as elastases apresentam atividade
antiflagelina em meios repletos do ion calcio, impedindo a ativacdo do
sistema imune. (CASILAG et al, 2016).

- T3SS: este sistema secreta exoenzimas que sao introduzidas diretamente
no citoplasma da célula do hospedeiro. Quatro genes expressam essas
exoenzimas: EXO-U, EXO-Y, EXO-T e EXO-S.

EXO-U - expressa a exoenzima U, indutora de apoptose, necrose e
amplificadora de resposta inflamatéria. Pode estar associada a maior
resisténcia a antibibticos, especialmente aos B-lactamicos (SAWA et al,
2014; ZHAO, ZHENG e CHEN, 2012).

EXO-Y - expressa a exoenzima Y, uma adenilato-ciclase que altera os niveis
de adenosina 3’, 5’ — monofosfato ciclico (c-AMP) e a morfologia da célula
eucariota através da ruptura de citoesqueleto de actina e das barreiras em
células endoteliais e pulmonares, resultando em bacteremia (COWEL,
EVANS e FLEISZIG, 2005; YAHR et al, 1998).

EXO-T e EXO-S - expressam a sintese de exoenzimas T e S,
respectivamente. Ambas inibem a sintese nuclear de DNA, desestruturam o
citoesqueleto com destruicdo de sua funcéo de barreira, além de retardar o
processo de reparo tecidual de feridas, propiciando a disseminacao
bacteriana (HUBER et al, 2014; RANGEL et al, 2015).

Piocianina - pigmento azul produzido por algumas cepas de Pseudomonas
aeruginosa cujos efeitos citotoxicos sobre células epiteliais, endoteliais e

células de defesa favorecem significativamente a colonizacdo e
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sobrevivéncia de bactérias em tecido hospedeiro (LAU et al, 2004; LI et al,
2019).

Hemolisinas - sédo toxinas extracelulares capazes de causar lise a glébulos
vermelhos com consequente liberacao de ferro no meio, o que funciona como
fator de crescimento para o0 microrganismo, propiciando a extensédo e
disseminacéo da infeccdo (GEORGESCU et al, 2016).

Alginato - polissacarideo componente da matriz extracelular capaz de
produzir biofiimes espessos e bem estruturados, o que o torna um potente
fator de viruléncia capaz de conferir ao microrganismo, resisténcia
antimicrobiana e protec¢ao contra o sistema imune do hospedeiro (LEID et al,
2005; POURNAJAF et al, 2018).

Quérum sensing - mecanismo de comunicacao entre as células do biofilme e
destas com meio, baseado na deteccdo da densidade populacional da
microcoldnia, permitindo que as bactérias atuem de forma coordenada na
regulacdo de vérios dos fatores de viruléncia acima citados (ALAYANDE,
AUNG e KIM, 2018; SCHUSTER et al, 2003). Com um arsenal de mais de
300 genes regulados por QS, consegue ativar, reprimir e desreprimir a
expressao de genes, de forma cautelosa, sem que haja sobrecarga de
producdo a populacdo da microcolénia (SCHUSTER et al, 2003). Quérum
sensing regula a producdo de proteinas secretadas como elastases,
proteases alcalinas, exotoxina e piocianina (LE BERRE et al, 2008; CASILAG
et al, 2016). Outra importante atuacédo de QS é sobre a formacéao de biofilme,
uma estrutura importante para a sobrevivéncia das bactérias diante das
ameacas do meio e do sistema imune do hospedeiro que sera discutida a
seguir (ALAYANDE, AUNG e KIM, 2018).
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2.4 BIOFILMES BACTERIANOS

De grande versatilidade metabdlica, Pseudomonas aeruginosa é capaz de sofrer
alteracdes fenotipicas para alterar sua forma de vida planctdnica, livre e mével em
suspensao liquida para uma forma de vida séssil e em comunidade conhecida como
biofilme. Considerado como uma estrutura complexa, o biofilme é composto por um
consorcio de microrganismos que crescem aderidos a um substrato envolto por uma
matriz autossecretada que possibilita ao microrganismo sobreviver as condicdes
adversas do meio. (COSTERTON, STEWART e GREENBERG, 1999; LEID, 2009;
SAUER et al, 2002).

Baixas concentracdes de oxigénio e escassez de nutrientes no interior dos
biofilmes reduzem a atividade metabdlica das células bacterianas, conduzindo-as ao
crescimento estacionario, condicdo que restringe a acao de antibioticos. Além disso,
penetracdo limitada de certos antimicrobianos, acdo de componentes da matriz
extracelular e presenca de enzimas como B-lactamases também sdo apontados como
fatores que contribuem para a resiliéncia dos biofilmes frente a estes farmacos
(CHIANG et al, 2013; WALTERS et al, 2003).

7

Em geral, a matriz extracelular do biofilme é composta por polissacarideos,

proteinas, e acido nucleicos.

a) Polissacarideos - produzidos por um complexo de proteinas
transmembranas, PSL (originado do termo, locus de sintese de
polissacarideo), PEL (termo originado de pelicula) e alginato podem
participar da formacéo da matriz de biofilme. PSL e PEL s&o polissacarideos
com a funcéo de manter a estabilidade da matriz e aumentar a superficie de
contato célula-célula, facilitando a intercomunicacdo dentro do biofilme
(HEIDARY et al, 2016). Diferentemente destes, o alginato é produzido por
cepas de fenétipo mucoide encontradas em processo de infecgdo persistente
como as infeccdes pulmonares crénicas em pacientes com fibrose cistica,
sendo formador de biofilmes espessos e bem estruturados (CIOFU et al,
2008; LEID et al, 2005).



29

b) Proteinas - majoritariamente constituidas por proteinas de vesiculas da
membrana externa contribuem para a formacéo estrutural e estabilidade do
biofilme. No entanto, também séo capazes de alterar a estrutura ou dispersar
o biofilme por meio de propriedades enzimaticas que possibilitam a hidrdlise
de componentes da matriz como as proprias proteinas, polissacarideos e
DNA extracelular (e-DNA) (KARATAN e WATNICK, 2009; NIJLAND, HALL e
BURGES, 2010; TOYOFUKU et al, 2016).

c) Acidos nucléicos - representados pelo e-DNA cuja formac&o ocorre a partir
de vesiculas de membrana. A lise controlada de células também contribui
para a formacéo deste componente da matriz que desempenha importantes
fungbes na estruturagao e estabilidade do biofilme. Estudos mostram que,
por ser uma fonte de carbono, nitrogénio e fosfato, o e-DNA pode ser utilizado
como fonte de nutriente dentro do biofilme. Acrescenta-se a esta funcéo, sua
participacéo na coordenacao do trafego celular em ambiente de microcol6nia
e acidificagdo do meio favorecendo o desenvolvimento de fenétipo resistente
a antibidtico (GLOAG et al, 2013; MULCAHY, CHARRON-MAZENOD e
LEWENZA, 2010; TURNBULL et al, 2016).

A formacéao do biofilme ocorre por meio de uma sequéncia de distintos eventos,
iniciada pela fixacdo da bactéria a superficie, seguida da etapa de maturacdo do
biofilme e finalizada pela dispersao ativa para formagdo de um novo biofilme (Figura
2).
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Figura 2- Estagios de formacéao do biofilme.
Fonte: Adaptado de Macédo e Abraham, 2009.

O processo de adeséao a superficie se inicia tdo logo ocorre a perda do flagelo,
marcando a passagem da forma planctbnica para o modo de crescimento em biofilme.
Esta fixagé@o ocorre pelo polo da célula, de forma reversivel e ao receber contribuicbes
do pili do tipo IV, proteinas chamadas adesinas e segundos mensageiros como (3’-5’)
guanosina monofosfato ciclica dimérica (c-di-GMP), as bactérias se ligam
irreversivelmente ao substrato (HOSPENTHAL, COSTA e WAKSMAN, 2017;
O'TOOLE e KOLTER, 1998).

No processo de maturacdo do biofilme, as bactérias fixadas a superficie iniciam
0 processo de divisdo celular e passam a secretar a matriz polimérica extracelular que
utiliza compostos metabdlicos, como a lactona N-acil homoserina (AHLS), para
organizar a formagdo das microcolénias. Estes compostos metabdlicos funcionam
como moléculas sinalizadoras do quérum sensing que desempenham papel
importante na regulacdo da densidade populacional e motilidade bacteriana,
expressao de genes relacionados a producéo de fatores de viruléncia, no metabolismo
respiratorio (desnitrificacdo) e protecdo do biofilme contra o sistema imune do
hospedeiro e agdo dos antibidticos (ANTUNES et al, 2010; LEID et al, 2009;
McCREADY et al, 2019; PASSADOR et al, 1999; SARKISOVA et al, 2014;
WHITELEY, DIGGLE e GREENBERG, 2017).
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Por ultimo, ocorre a dispersao ativa, um mecanismo de escape desenvolvido por
bactérias em biofilme acionado por sinais de dispersdo como o aumento de &cidos
graxos, da densidade populacional e de agentes agressores (produtos quimicos,
antibioticos), além de alteracbes de constituintes do meio (aumento de carbono,
escassez de nutrientes, mudancas de temperatura, acumulo de metabdlitos) e
enzimas como a alginatoliase e DNase, fazendo com que estas células enclausuradas
na matriz de exopolissacarideos (EPS) se desprendam e migrem para um ambiente
mais favoravel a formacdo de um novo biofime (DAVIES e MARQUES, 2009;
KAPLAN, 2010; SAUER et al, 2002; TOYOFOKU et al, 2016).

2.5 TERAPIA FOTODINAMICA (PDT)

Escrituras datadas de mais de 4000 anos atras, contidas no livro sagrado dos
Indianos, Atharva Veda, ja relatavam a ingestao de substancias naturais derivadas de
sementes e raizes como a Curcuma longa que aliada a exposicao solar eram a base
de tratamento de doencas como vitiligo (FITZPATRICK e PATHAK, 1958). Em 1893,
Finsen relata o uso de luz vermelha no tratamento de variola, cessando o processo
de supuragdo das lesdes e, em 1901, publica um livro intitulado “Phototherapy”
destacando o tratamento de lupus vulgaris baseado no uso da radiacéo ultravioleta,
recebendo por este trabalho, o prémio Nobel (DANIELL e HILL, 1991).

Um marco importante ocorre ainda no final do século XIX quando o estudante
Oscar Raab, durante seus estudos sobre a toxicidade da acridina em relagcdo ao
Paramercium caudatum, percebeu que ao ser exposta a luz, a acridina era capaz de
inativar todos estes protozoarios em um tempo significativamente menor quando
comparada as amostras que permaneciam no escuro. Raab ainda demonstrou que o
efeito letal observado sobre a cultura de protozoéario ndo se devia ao uso isolada da
luz, mas que esta era capaz de transferir energia ao fotossensibilizador (acridina),
como em reacgdes de fotossintese em que a luz é absorvida por clorofila (RAAB, 1900).

Posteriormente, com base nestas observacgdes, Von Tappeiner e Jodlbauer (1907),
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designam o termo ‘reacdo fotodindmica’ para se referir ao fendmeno descrito

inicialmente por Raab.

Com as pesquisas estagnadas devido as duas grandes guerras mundiais e 0
advento da descoberta da penicilina, Thomas Dougherty, na década de 1970
reacende o interesse pela TFD ao realizar pesquisa com hematoporfirinas e uma fonte
de luz vermelha, registrando o primeiro relato de cura completa de tumores mamario
em camundongos, 0 que possibilitou sua primeira aprovagéao pelo Food and Drugs
Administration (FDA), em 1993, para uso clinico em tratamento profilatico de cancer
de bexiga. Varias pesquisas passaram a comprovar a eficacia da PDT alcancando o
status de modalidade de tratamento reconhecidamente eficaz nos casos de cancer
como carcinoma basocelular, cancer de esoéfago, de estbmago, de pulméo e displasia
cervical (DOUGHERTY et al, 1998).

Avancos na area de pesquisa sobre fotossensibilizadores, criacdo de fontes de
luz como LASER e LED e uma crescente resisténcia a antimicrobianos impulsionaram
0s estudos com aPDT no inicio dos anos 1990, revelando-a como uma terapia de
grande potencial ainda a ser explorado. (ABRAHAMSE E HAMBLIN, 2016; HAMBLIN,
2016; WAINWRIGHT, 1998).

2.5.1 Mecanismos de acédo da aPDT

A aPDT esta baseada no tripé fotossensibilizador, luz e oxigénio molecular.
Fotossensibilizadores séo substancias que em seu estado fundamental sédo capazes
de absorver fotons de luz de comprimento de onda adequado, coincidente com a faixa
de absorcéo do FS, de modo que seus elétrons sofram transi¢ao eletrénica e passem
ao estado excitado singleto. Como este estado € fugaz, o FS excitado pode perder
energia na forma de calor ou fluorescéncia, retornando ao estado fundamental, ndo
excitado. Outra possibilidade se faz por meio de processos como o cruzamento inter-
sistemas que permite ao fotossensibilizador excitado sofrer transicdo para o estado

tripleto, de meia-vida mais longa. Para retornar ao estado fundamental, o FS no estado
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excitado tripleto pode emitir fosforescéncia ou transferir, direta ou indiretamente,

energia para o oxigénio molecular, gerando espécies reativas de oxigénio.

Neste ponto, as reac¢fes fotoquimicas podem seguir por distintas vias de reagdes
do tipo | e reacBes do tipo Il. Nas rea¢des do tipo I, 0 FS excitado tripleto transfere
atomos de hidrogénio ou elétrons para substratos organicos, aceptores de elétrons
gue passam a produzir radicais livres que ao reagir com 0 oxigénio gera espécies
reativas de oxigénio como radical superéxido (O2) que podem sofrer dismutacédo
originando peroxido de hidrogénio (H20:2) e radical hidroxila (OH®). Ja nas reacdes do
tipo Il, o FS excitado em estado tripleto transfere energia direta ao oxigénio molecular,
levando a producdo de uma espécie reativa de oxigénio, o oxigénio singleto (102),
como mostrado na figura 3, em uma proporcao de até 1:10000, ou seja, cada molécula
de FS em estado tripleto pode produzir até dez milhares de moléculas de oxigénio
singleto, um potente efeito fotocatalitico (ABRAHAMSE E HAMBLIN, 2016; ATHAR,
MUKHTAR e BICKERS, 1988; HUANG et al, 2012; WAINWRIGTH, 1998;
WAINWRIGTH et al, 2016).

A ocorréncia de reacdo do tipo | ou tipo Il depende do tipo, concentracdo e
hidrofilicidade do FS, bem como da competicdo de substratos e oxigénio molecular
por suas moléculas. Independentemente da ERO gerada, esta é capaz de oxidar
simultaneamente biomoléculas como lipideos, proteinas e acidos nucléicos, causando
danos celulares que conduzem a morte, sem oportunizar o desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana. Além da acdo antimicrobiana que também é observada em
cepas multirresistentes, a aPDT é capaz de agir sobre a matriz de biofilme e em seus
componentes responsaveis por sua estabilidade estrutural, causando sua disruptura.
(ATHAR, MUKHTAR e BICKERS, 1998; BAPTISTA et al, 2017, HAMBLIN e
ABRAHAMSE, 2018; VASSENA et al, 2014).
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Figura 3- Diagrama de Jablonski.

O FS em seu estado fundamental, ao absorver a luz, seus elétrons sofrem transi¢éo eletrdnica para
um nivel de maior energia, passando para o estado excitado singleto. Neste estado, O FS excitado
pode perder energia na forma de fluorescéncia ou calor, retornando ao estado fundamental ou por meio
de cruzamento inter-sistemas sofrer transicdo para o estado excitado tripleto, de meia-vida mais longa.
Para retornar ao estado fundamental, FS no estado tripleto pode emitir fosforescéncia ou transferir,
direta ou indiretamente, energia para o oxigénio molecular, gerando EROs, como radicais superdxido
e hidroxila (nas reacdes de tipo I), e oxigénio singleto (em reacdes de tipo IlI). Estes ROS podem
danificar a maioria dos tipos de biomoléculas presentes em células e microrganismos.

Fonte: Adaptado Hamblin e Abrahamnse, 2018.

2.5.2 Fotossensibilizadores

S&ao moléculas capazes de absorver luz em uma determinada faixa espectral,
desencadeando a producdo de substancias citotoxicas, cuja reacao fotoquimica é
denominada de efeito fotodinamico. Para desempenhar sua fungcdo com eficiéncia e
seguranca, um bom fotossensibilizador deve apresentar algumas propriedades, tais
como: Baixos niveis de toxicidade no escuro, fotossensibilidade ndo prolongada,
facilidade na formulacdo, boa solubilidade, vida util estavel, ser ativado por baixas

fluéncias de luz, apresentar seletividade para células microbianas, 6timo rendimento
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guantico de oxigénio singleto, ndo servir como substratos de bombas de efluxo de
bactérias e ndo sofrer fotodegradacdo. (ABRAHAMSE E HAMBLIN, 2016; CASTANO,
DEMIDOVA e HAMBLIN, 2004; REGO FILHO, 2014; SHARMA, CHIANG e HAMBLIN,
2011; WAINWRIGTH, 2016).

E fato que bactérias Gram-negativas sio mais resistentes a inativacio
fotodinamica, sendo sua estrutura de membrana diferenciada apontada como a
principal causa da menor responsividade ao processo fotoquimico. Diferentemente de
bactérias Gram-positivas, as Gram-negativas apresentam membrana externa
composta por uma bicamada constituida por fosfolipidios e lipopolissacarideos,
carregada negativamente, 0 que a torna pouco permeavel a moléculas pequenas,
dificultando a difusédo do fotossensibilizador (HUANG et al, 2012; SPERANDIO,
HUANG, HAMBLIN, 2013).

Uma gama de FS sao utilizados com a finalidade de fotoinativacdo microbiana,

tais como:

a) Porfirina - os derivados da hematoporfirina pertencem a primeira geragéo de
FS que foi desenvolvida para uso em PDTs oncolégicas, passando também
a ser utilizada na terapia fotodinamica antimicrobiana. Absorvem luz no
comprimento de onda de 610 - 630 nm e tendem a interagir causando danos
peroxidativos as membranas. Apresentam algumas desvantagens de uso
como baixa estabilidade quimica, fototoxicidade da pele prolongada e baixa
seletividade de captacdo por células alvo em relacdo as células do
hospedeiro (ATHAR, MUKTAR e BICKERS, 1998; OCHSNER, 1997; ROSA
e SILVA, 2014).

b) Ftalocianina - com estrutura semelhante a porfirina, porém pertencentes a
segunda geracao de FS, as ftalocianinas sdo moléculas hidrofébicas neutras
gue absorvem luz na faixa espectral infravermelha e apresentam alto
rendimento quantico de oxigénio singleto quando sao adicionado metais
como aluminio e zinco a sua estrutura (BAGNATO, 2008; RIBEIRO et al,
2015).

c) Clorina - também é um FS de segunda geracdo, uma forma reduzida da

porfirina, anidnica, uso eficaz, com grande rendimento quantico de oxigénio
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singleto, sendo a fotossensibilidade de pele seu Unico inconveniente
(CASTANO, DEMIDOVA e HAMBLIN, 2004).

d) Acido 5 - aminolevulinico (5 - ALA) - molécula hidrofilica, ndo possui
propriedade fotoativa, de modo que sua aplicacdo na PDT esta baseada em
sua capacidade de, ao ser administrada exogenamente, se acumular

endogenamente em forma de porfirinas fotoativas (FOTINOS et al, 2008).

e) Xantenos - absorvem luz no espectro 480 - 550 nm, sdo moléculas anidnicas
gue se ligam a membrana celular e ficam no citoplasma. Pertencem a este
grupo: Rosa Bengala, eosina Y, fluoresceina e eritrosina (GOULART et al,
2010).

f) Fenotiazinas - representados pelos azul de metileno e azul de orto-toluidina,
sdo FS catidnicos que absorvem luz no espectro vermelho (630 — 680 nm),
apresentando boa penetracdo em tecidos. Além disso, possuem bom
rendimento quantico de oxigénio singleto e sdo capazes de provocar
fotodano na membrana de células-alvo. Como desvantagem, até o presente
momento, sdo 0s Unicos FS que funcionam como substratos para bomba de
efluxo de bactérias podendo ser expulsos. (GOLLMER et al. 2017; ROSA et
al, 2014).

g) Fuleranos - sdo moléculas compostas por 60 atomos de carbono, formando
uma estrutura de gaiola. Altamente hidrofébica, necessitam de alteragfes
guimicas e estruturais para aumentar sua solubilidade em meios biolégicos,
bem como melhorar o rendimento quéantico de oxigénio singleto para
apresentar efetividade na inativacdo microbiana. Tem como vantagens
menor fotodegradacgéao e acao fotodinamica por meio dos dois tipos de reagéo
(tipo 1 e Il) (SHARMA, CHIANG e HAMBLIN, 2011).

Atualmente, muitos dos FS utilizados tem sofrido alteragbes em sua estrutura
guimica ou sido conjugados a outras moléculas catidbnicas ou a moléculas que
facilitem seu transporte ou que aumente a permeabilidade através das membranas
das bactérias, sendo denominados de terceira geracdo de fotossensibilizadores
(HUANG et al, 2017; SPERANDIO, HUANG, HAMBLIN, 2013).
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Apesar das rotas de sintese de drogas fotoativas quimicamente alteradas com o
proposito de potencializar o dano fotoinduzido, o uso de fotossensibilizadores naturais
como clorofila, riboflavina, psoralenos, hipericina e principalmente a curcumina vém
sendo evidenciada como uma nova perspectiva na terapia fotodinamica
antimicrobiana com producéo de resultados igualmente significativos (ARAUJO et al,
2018; SPERANDIO, HUANG, HAMBLIN, 2013; YIN e HAMBLIN, 2015).

2.5.2.1 Curcumina como fotossensibilizador

A curcumina é um componente ativo da Curcuma longa, um rizoma pertencente
a familia das Zingiberaceae, popularmente conhecido como curcuma, gengibre
amarelo, acafrdo-da-terra ou agafrdo-da-india. Registros do uso do acafrdo datam de
guase 4000 anos atras, tendo sido utilizado pelas civiliza¢cdes antigas, tanto como
corante, tempero e agente terapéutico. A aplicacdo terapéutica deste rizoma, trilhou
caminho dentro da medicina Ayurvédica e ainda nos dias atuais continua a ser a erva
mais popular e mais pesquisada da india, interesse este n&o restrito somente ao
continente asiatico (D’'SOUZA et al, 2017; KOROSSY E BLAZOVICS, 2016). Prova
disto é o crescimento expressivo de mais de 200% nas publica¢des sobre o assunto,
guando se compara o montante de artigos elencados na base de dados do Pubmed
entre janeiro de 2014 (6.000) e janeiro de 2019 (mais 12.000), demonstrando a
dimenséo da expectativa e importancia que assumiu na medicina mundial (NATIONAL
CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION - NCBI, 2018).

Embora suas aplicacbes sejam milenares, estudos mais consistentes sobre a
guimica da curcumina sdo registrados a partir do inicio do século XIX, mais
precisamente em 1815, quando Vogell e Pelletier descreveram que, apds processo
de extracao, verificou-se que a cor amarela da circuma era derivada de suas resinas
e Oleo. Com aprimoramento deste método, 1842, Vogell Jr. consegue isolar uma
substancia mais pura obtida em grande parte da resina, porém ndo apresenta sua
férmula molecular. Ao longo dos anos varios pesquisadores, utilizando de técnicas e

métodos diversos tentaram a extracdo pura da curcumina, bem como definir sua
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férmula quimica. Estas indefinic6es constituiram entraves aos avancos das pesquisas
sobre a curcumina, sendo sua férmula molecular correta - C21H2006 - definida um
século apds o primeiro relatdrio sobre esta substancia. Em 1953, Srinivasan, através
da analise por cromatografia estabeleceu que além da curcumina, a curcuma €
composta por outros dois componentes amarelos denominados curcuminoides:
demethoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina (COOKSEY, 2017; JACKSON e
MENKE, 1881; KOCAADAM E SANLIER, 2015).

O nome quimico da curcumina é 1,7- bis - (4-hidroxi-3-metoxifenil) - heptal,6-
dieno-3,5-diona, formula quimica € C21H2006 e o valor de pKa de 8,54. A curcumina
exibe tautomerismo possuindo uma por¢ao ceto-enol ou di-ceto e por esta condi¢céo

pode se apresentar como espécie aniénica ou neutra (Figura 4).

Forma ceto H c\

Forma Enol H,C

Figura 4- Tautomerismo da curcumina em condicdes fisioldgicas.
Fonte: Adaptado de banco de imagens iStock, 2019.
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Em condicbes neutras, a forma ceto € predominante, com capacidade de
absorgcéao de 353 nm e funciona como um potente doador de hidrogénio. No entanto,
sob condicfes alcalinas, a forma endlica predomina, pois € fracamente &acida, com
capacidade de absorcédo de 430 nm e sua degradacdo é rapida. E uma molécula
lipofilica, fotossensivel, com baixa solubilidade em &gua e altissima solubilidade em
solventes organicos préticos como metanol e etanol e aproticos polares como
dimetilsulféxido e acetona (COOKSEY, 2017; STRIMPAKOS e SHARMA, 2008). Além
destes solventes, Carvalho et al (2015) observaram que o uso de surfactante néo-
ibnico denominado monoleato de sorbitano etoxilado 80 (Tween 80) também foi capaz
de aumentar a solubilidade da curcumina em 216 vezes quando comparada a
solubilidade da curcumina pura.

A curcumina vem sendo empregada ha muitos anos como agente terapéutico
gracas a seus efeitos biologicos como acdo anticancerigena, hipoglicemiante,
antinflamatorio, antibacteriano dentre outros. No entanto, o primeiro relato cientifico
sobre as atividades biolégicas antibacteriana da curcumina foi publicado somente em
1949, na revista Nature. Na ocasiao, os pesquisadores observaram que a curcumina
apresentou efeito antibacteriano contra cepas de Staphylococcus aureus, Salmonella
paratyphi, Trichophyton gypseum e Mycobacterium tuberculosis (GUPTA et al, 2012).

Além destes efeitos terapéuticos, estudos in vitro e in vivo demonstraram que,
ao ser ativada por luz, a curcumina apresenta alta atividade antibacteriana contra
diversos microrganismos, inclusive cepas multirresistentes ou englobadas em biofilme
(ALMEIDA, PEREIRA e RODRIGUES, 2017; ARAUJO et al, 2018; DAHL, BELSKI e
REZKA, 1994; HU et al, 2018; NAJAFI, KHYAMZADEH e PAKNEJAD, 2016; ROSA
et al, 2017).

Dovigo e colaboradores (2011) ao avaliarem diferentes protocolos com variacdes
de concentracdo de curcumina e fluéncia de exposicdo ao LED, observaram efeitos
antifangicos significativos em culturas plancténicas e biofiimes de Candida albicans,
Candida glabrata e Candida tropicalis. Em um estudo para avaliar os efeitos de
diferentes tempos de pré-irradiagcdo e concentracfes de curcumina contra culturas
plancténicas e biofilmes de espécies de candidas, foi verificado que o tempo de pré-
irradiacdo nédo foi fator decisivo para a inativacdo total das espécies de fungos
pesquisadas. No entanto, em biofilme, uma reducdo estatisticamente positiva na
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viabilidade das espécies de candidas s6 pode ser observada na aPDT com a maior
concentracdo de curcumina (20 uM) e maior tempo de pré-irradiacdo (20min) definidos
para o estudo (ANDRADE et al, 2013).

Pinto e colaboradores (2016), avaliaram, in vitro, a atividade fotodinamica da
curcumina nas formas promastigotas de Leishmania major e Leishmania braziliensis,
verificando sua capacidade de alterar a morfologia e, portanto, a viabilidade desta
forma de protozoarios. Além disto, apontaram como vantagem do tratamento com

curcumina, a auséncia de toxicidade no escuro.

Em relacdo as bactérias, Hu e colaboradores (2018) avaliaram a efetividade da
aPDT com curcumina associada a EDTA e irradiada com luz azul, demonstrando sua
capacidade de reducdo de 4 logio na viabilidade de Burkholderia cepacia,
possivelmente devido a danos ao DNA e proteinas dos microrganismos. Wu e
colaboradores (2016) pesquisaram o efeito da inativacédo fotodinamica mediada
pela curcumina ativada por LED sobre Vibrio parahaemolyticus. Os autores
verificaram uma reducao significativa da viabilidade da bactéria acima de 6,5 logio de
reducdo e por meio de eletroforese, constatarem que a PDT causou danos em
proteinas de membrana e material genético da bactéria. A eficacia antimicrobiana de
curcumina irradiada por LED azul frente a biofiime de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) também foi verificada na pesquisa de Araujo e
colaboradores (2018), que registraram resultados estatisticamente significativos com
reducéo de 3,66 logio de MRSA quando comparado ao grupo controle.

A atividade antibacteriana da PDT mediada por curcumina também demonstrou
ser capaz de prevenir o crescimento de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, uma
bactéria Gram-negativa relacionada a inducé@o e progresséo de lesdes periodontais
(NAJAFI, KHYAMZADEH e PAKNEJAD, 2016). Ainda em relacdo a patdgeno
relacionados a doencas periodontais, Mahdi et al (2015) demonstraram que a
curcumina ativada por luz azul apresentou elevada atividade bactericida contra
Fusobacterium nucleatum quando comparada a outros fotossensibilizadores, além de
conseguir erradicar Porphyromonas gingivalis, mostrando-se uma alternativa viavel
para o tratamento minimamente invasivo de patologias periodontais causadas por

estas bactérias Gram-negativas.
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2.6 FONTES DE LUZ

A luz e seus parametros como aplicacdo de um comprimento de onda adequado
a faixa de absorcdo espectral do FS, dosimetria correta (poténcia de saida e
densidade de energia) e o tempo suficiente de exposicdo a luz contribuem
significativamente com os resultados da terapia fotodindmica. Na inativacdo de
bactérias por meio da PDT, fontes de luz coerente e ndo-coerente sao utilizadas com
sucesso tendo cada uma, vantagens e desvantagens peculiares, cujo custo-beneficio
precisa ser avaliado diante de situacfes especificas de uso (NAGATA ET AL, 2012,
BAROLET, 2008).

A primeira fonte de luz utilizada para ativar substancias fotossensibilizadoras,
como psoralenos, utilizadas em tratamentos precursores a denominada terapia
fotodinamica foi a luz solar. Embasado cientificamente, a terapia fotodinamica passou
a ser realizada com o uso de luzes policrométicas e/ou ndo-coerentes com baixa
penetracdo optica (DANIELL e HILL, 1991; G@TZSCHE, 2011).

Somente a partir de 1960, com a criacdo do LASER (acrénimo do inglés, Light
Amplification Stimulated Emission of Radiation), por Theodore Maimam, a PDT pode
contar com o uso de uma luz monocromética, colimada e coerente com espectros que
vao desde o ultravioleta (300 nm) até o infravermelho (1500 nm). A
monocromaticidade do LASER possibilitou a irradiacdo na faixa espectral adequada a
maxima absor¢do do FS escolhido, assim como a colimacdo e a coeréncia
oportunizaram a entrega do LASER por meio de dispositivos de fibras Opticas,
expandindo as possibilidades de realizar PDT endoscopicamente em 6rgdos com
cavidade como estbmago e bexiga. Infelizmente esta tecnologia tem alto custo, o que
tem criado barreira a sua utilizacdo (CALIN e PARASCA, 2009; SPYROPOULOS,
2011).

Apesar da criacdo do LASER, fontes de luzes ndo-coerentes e com importante
componente térmico continuaram a ser criadas e utilizadas na terapia fotodinamica
antimicrobiana, a exemplo das lampadas incandescentes, xenénio e halégenas. De

modo geral, as lampadas utilizadas em PDT apresentam emissdo de espectro
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continuo nos comprimentos de onda que vdo desde o ultravioleta (lampadas de
xenbnio) até o infravermelho préximo (lampadas incandescentes), podendo ser
espectralmente filtradas para se adequarem ao espectro de absorcdo maximo do
fotossensibilizador eleito para uso. Além disso, todas apresentam uma alta
luminosidade e temperatura, sendo o componente térmico a grande desvantagem de
sua aplicabilidade na terapia fotodinamica. (CALIN e PARASCA, 2009; LERCHE et
al, 2016; NAGATA et al, 2012).

Como alternativa as desvantagens do uso de lampadas foi criada a luz LED
(acrénimo do inglés, Light Emitting Diode), fonte de luz ndo-colimada e nao-coerente
gue resultam em bandas de emissao espontanea de luz mais amplas, podendo irradiar
luz de modo continuo ou pulsatil. Apresentam muitas vantagens como baixo custo,
extensa durabilidade, ndo geram calor, segura e de facil manejo tornando-se uma
excelente tecnologia para aplicacdes experimentais e clinicas de terapia fotodinamica
antimicrobiana. Além disso, o LED permite iluminar uma ampla area sem causar dano
ao tecido, com adequacéo de posicionamento sendo, portanto, apropriado a aPDT de
lesbes infectadas, extensas e tridimensionais de pele com reducédo do tempo de
tratamento. Aprovado pelo FDA para uso em humanos, o LED também tem sido
utilizado com sucesso com a finalidade de acelerar processo de reparacao tecidual de
lesbes de pele, gracas a sua de capacidade de penetrar no tecido sem causar danos
e sem emitir calor, assim como por favorecer a angiogénese e producao de colageno,
acelerando o processo de cicatrizacdo de lesbes teciduais (BAROLET, 2008;
NAGATA et al, 2012; WILSON e PATTERSON, 2008).

Recentemente, o retorno de uma antiga fonte de luz usada em PDT tem sido
relatado. A luz do dia, ao invés de uma fonte artificial de luz, tem sido utilizada em
uma técnica denominada Daylight-PDT (DL-PDT). Com o espectro visivel da luz do
dia (400 — 750 nm) é possivel ativar fotossensibilizadores que absorvam luz dentro
desta faixa espectral. Atualmente, o uso da DL-PDT est& aprovado para tratamento
de lesbes dermatoldgicas como a queilite actinica, tendo como vantagens, menores
custos e reducdao de efeitos colaterais, especialmente a dor. Tem como desvantagens
a localizacdo geografica, condi¢cdes climaticas e estacdes do ano que levam a
diferentes taxas de fluéncia durante a exposi¢cdo. Na area da Microbiologia, DL-PDT

demonstrou resultados significativos no tratamento de lesdes cutaneas causadas por
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fungos (Sporothrix schencki), protozoéarios (Leishmania tropica) e bactérias (S.
aureus), criando perspectivas para novas pesquisas envolvendo outros
microrganismos (GARCIA-MALINS et al, 2018; NADHMAN et al, 2016; TAMPA et al,
2019; ULLAH et al, 2018) .
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a efetividade antimicrobiana e os mecanismos moleculares da agao da
curcumina nas concentracdes de 5 pg/ml, 20 pg/ml e 40 pg/ml irradiada por luz azul
LED 450 nm, nas doses de energia de 3,24 J/cm?, 5,4 J/cm? e 10,8 J/cm?, frente a

biofilme monoespécie de Pseudomonas aeruginosa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar o processo de formacao de biofilme de Pseudomonas aeruginosa;

Compreender os mecanismos de dano fotoinduzido a bactéria e seu biofilme nos
diferentes protocolos instituidos por meio de microscopia confocal de varredura a laser

e microespectroscopia Raman.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA E LOCAL DO ESTUDO

Trata-se de uma pesquisa in vitro do tipo experimental desenvolvida em duas
etapas, sendo a primeira desenvolvida no laboratério de Microbiologia do Instituto
Multidisciplinar em Saude, da Universidade Federal da Bahia- IMS/UFBA, em Vitoria
da Conquista, Bahia e uma segunda parte, que se refere aos estudos de microscopia
confocal e microespectroscopia Raman realizados no laboratorio do Instituto de Fisica

de Sao Carlos, da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo da pesquisa, cada grupo experimental foi constituido por 10
corpos de prova (n= 10). Foram delineados 16 grupos experimentais conforme
mostrado abaixo (Quadro 1):

GRUPO TRATAMENTO SIGLA
Grupo controle negativo Nenhum tratamento GC -
Uso isolado de curcumina CURS5ug/ml

nas trés distintas CUR20pg/ml
concentracoes CUR40ug/ml
Grupo controle positivo Uso isolado de luz azul LEDS3,24J/cm?
LED 450 nm nas trés LEDS5,4J/cm?
diferentes doses de LED10,8J/cm?

energia
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PDT5ug/mi-3,24J/cm?
PDT5ug/ml-5,4 J/cm?
Uso da curcuminanastrés =~ PDT5ug/ml-10,8 J/cm?
distintas  concentragbes | PDT20ug/ml-3,24J/cm?
Grupo PDT irradiada por trés PDT20ug/ml-5,4 J/cm?
diferentes  doses de | PDT 20ug/ml-10,8 J/cm?
energia de luz LED azul | PDT 40ug/ml-3,24 J/cm?
450 nm PDT 40pg/ml-5,4 J/cm?
PDT 40upg/ml-10,8 J/cm?

Quadro 1- Grupos experimentais delineados para a pesquisa.

Fonte: Elaborado pela autora

4.3 CONFECCAO DOS CORPOS DE PROVA

Os corpos de prova foram confeccionados com resina acrilica ativada
guimicamente (RAAQ) (Artigos Odontolégico Classico Ltda, Campo Paulista, SP,
Brasil). Ao acrilico autopolimerizante em p6 foi adicionado o acrilico autopolimerizante
liguido nas propor¢des indicadas pelo fabricante, cujo produto da mistura foi
transferido para uma placa de 96 pocos, com espaco interno parcialmente preenchido
com gesso, formando espacos com aproximadamente 5mm de altura e 6,4mm de
didmetro, pincelados com solucdo isolante para acrilico (Dencril Produtos
Odontoldgicos, Pirassununga, SP, Brasil) previamente ao recebimento da resina
guimicamente ativada. Apos a polimerizacdo, os corpos de prova de resina foram
retirados da placa, revisados para a auséncia de deformidades e fissuras, colocados
em tubos de ensaio e cobertos com solucéo salina para autoclavagem a 121 ° C, por
30min para posterior uso na formacéo do biofilme.
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4.4 ATIVACAO BACTERIANA

A cepa de Pseudomonas aeruginosa utilizada neste trabalho foi doada pela
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz, RJ, Brasil), ATCC 27853, registrada com INCQS
00099 e lote 0516099. Na forma liofilizada, a cepa foi ativada conforme instrugbes
técnicas da Fiocruz, homogeneizada por 1min em agitador de tubos tipo vortex (Arsec
TS200, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) e uma aliquota de 100l transferida para
tubo de ensaio com tampa com rosca, contendo 2 ml de caldo Brain Heart Infusion
(BHI), levado para crescimento por 24h em estufa B.O.D na temperatura de 37 + 2 °C.
Ap6s cumprimento do tempo de crescimento, o tubo contendo o0 microrganismo em
caldo BHI foi homogeneizado por 1min em voértex e uma aliquota de 100 pl foi
semeada em placas de Petri contendo meio agar BHI para crescimento de col6nias
nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. Ao final das 24h de crescimento em
placa de Petri, com o auxilio de al¢a bacterioldgica, as bactérias crescidas em colénias
foram acondicionadas em tubos para centrifuga de polipropileno de 2 ml, contendo
caldo BHI e glicerol a 15%. Concluida a transferéncia para os tubos de polipropileno,
estes foram armazenados em freezer a - 20 °C para posterior uso no decorrer do

experimento.

4.5 CULTIVO BACTERIANO E FORMACAO DO BIOFILME

Para o cultivo bacteriano, o tubo de centrifuga de polipropileno de 2 ml contendo
P. aeruginosa em caldo BHI e glicerol foi retirado do freezer e descongelado em
temperatura ambiente para reativacdo em cada ciclo do experimento. Apos
descongelamento, o contetdo do tubo foi homogeneizado por 1min e, uma aliquota
de 100 pl foi transferida para tubo com rosca contendo 2 ml de caldo BHI, levando a
estufa B.O.D. em temperatura de 37 + 2 °C, por 24 horas. Decorrido este tempo, o
tubo com rosca foi homogeneizado por 1min e uma aliquota de 100 pul foi semeada
em placa de Petri contendo meio agar BHI, com posterior acondicionamento em
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B.O.D, no tempo e temperatura ja descritos. Ao final deste intervalo de tempo foi
realizada coloracdo de Gram para descartar a possibilidade de contaminacdo da
amostra, seguida da coleta de alcadas de coldnias da bactéria cultivada, sendo
depositadas em tubo com tampa com rosca, contendo 10ml de solucéo salina, seguida
de homogeneizacdo em vortex por 1 minuto. Deste volume homogeneizado, 2 ml
foram retirados e introduzidos em cubeta de quartzo para proceder a quantificacdo em
espectrofotdmetro Spectrum SP 2000 UV (Shanghai Spectrum Instruments Co. Ltda,
Shanghai, China) para a obtencdo de uma suspensdo de 5 x 10° UFC’'s de

Pseudomonas aeruginosa.

Para a formacao do biofilme foram utilizadas placas de cultura de células com
24 pocos (TPP Techno Plastic Products AG, Zurich, Suica), sendo cada poco
preenchido com 2 ml de caldo BHI e a eles adicionados 100 pul da solucéo bacteriana
anteriormente quantificada e um corpo de prova em cada poc¢o da placa. Em seguida,
as placas foram levemente agitadas e entdo transferidas para estufa B.O.D com
temperatura de 35 - 37 °C, onde permaneceram durante 7 dias, tempo necessario
para a formacédo de biofilme maduro e mais denso. Neste intervalo de tempo, a cada
2 dias, as condi¢cbes nutricionais e de crescimento foram avaliadas e 0s pocos

suplementados com caldo BHI conforme necessidade observada.

4.6 PREPARO DO FOTOSSENSIBILIZADOR

Para os experimentos dos grupos em que somente a curcumina foi utilizada e
grupos PDT foram preparadas diferentes concentracdes do fotossensibilizador [1,7-
bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) -1,6-heptadieno-3,5-diona] (PDT Pharma Industria e
Comércio de Produtos Farmacéuticos LTDA, Cravinhos, SP, Brasil). Para a
constituicdo de uma solugédo-méae de curcumina, 0,01 g de curcumina foi pesada em
balanca analitica e, em ambiente isento de luz, diluida em 10 ml de alcool absoluto
PA, acrescidos 2 ml de tween 80 e, em seguida, vertidos em baldo volumétrico de 100
ml devidamente coberto por papel aluminio e completado o volume com agua

destilada estéril. A partir desta solucdo-méae foram preparadas as trés diferentes
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concentracdes. Para a solugdo de curcumina 5 pg/ml, 5 ml da solugcdo-mae foram
aspirados e vertidos em um baldo volumétrico de 100 ml devidamente coberto com
papel aluminio e completado com 4gua destilada até a marca (menisco). Este mesmo
processo se repetiu para as outras duas concentracdes diferindo apenas na
guantidade aspirada da solucdo-méae. Para a solugdo de curcumina de 20 pg/ml,
aspirou-se 20 ml e para a solugéo de curcumina na concentracdo de 40 pug/ml, 40 mi
de solucdo-mée foram aspirados. Apos diluicdo, a solugdo de curcumina foi filtrada
através de um filtro de membrana PES para seringa de 0,22 um (TPP Techno Plastic
Products AG, Zurich, Suica), em vidraria estéril protegida da luz com papel aluminio

para uso imediato.

4.7 PARAMETROS DE IRRADIACAO

Para a irradiacdo dos corpos de prova nos grupos em que somente o LED foi
utilizado e nos grupos PDTs, o equipamento empregado foi a Biotable RGB
(MMOptics, Séao Carlos, SP, Brasil), um equipamento emissor de luzes do tipo LED
no espectro do vermelho, azul e verde. Para este experimento, a luz utilizada foi a azul
com irradiancia de 18 mW/cmz, nos tempos de 180s, 300s e 600s, correspondendo as

doses de energia de 3,24 J/cm?, 5,4 J/cm? e 10,8 J/cm?, respectivamente.

4.8 CONDICOES EXPERIMENTAIS

Apés sete dias de crescimento do biofilme, por meio de pincas estéreis
individuais, cada corpo de prova foi transferido para um poco de placa de cultura de
células com 24 pocos, contendo 2 ml de solucdo salina e lavados por 10s para
remocao do excesso do meio de cultura e de células fracamente aderentes com

posterior transferéncia para outra placa para receber o tratamento experimental.
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Nos grupos experimentais de PDT, ap0s lavagem e deposi¢cdo em nova placa de
cultura de células, os corpos de prova foram cobertos com 2 ml de solu¢do de
curcumina na concentracdo definida para cada grupo experimental, com tempo de
pré-irradiacdo de 5min, com placa protegida da exposicao a luz. Decorrido este tempo,
cada corpo de prova foi retirado da placa onde esteve em contato com a curcumina e
transferido para outra placa de 24 pocos para receber irradiacéo de luz LED azul pelos
diferentes tempos (180s, 300s e 600s) definidos para cada experimento. Ao término
do tempo de exposicdo ao LED, os corpos de prova foram retirados da placa com o
auxilio de pincas estéreis e depositados em tubo de centrifuga de polipropileno de 2
ml contendo 1000ul de solucado salina, sendo agitados em vortex por 1min para o
desprendimento das células bacterianas, obtendo-se uma suspensao pura. A partir da
suspenséo pura procedeu-se as diluicdes seriadas de 10t a 104, sendo 100ul de cada
diluicdo semeada em duplicata em placas de Petri contendo meio agar BHI. As placas
semeadas e devidamente identificadas com nome do grupo experimental e diluicdo
eram incubadas em B.O.D. por 20h, tempo de incubacdo em que a contagem de
unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/ml) foi possivel, pois ao exceder
este tempo ocorriam confluéncia das col6nias impedindo sua contagem. A contagem
das UFC/ml foi realizada com o auxilio de um contador de colonias (PHOENIX CP
608, Araraquara, SP, Brasil).

O grupo controle negativo, em que nenhum tratamento foi implementado e os
grupos controle positivo tratados isoladamente com LED azul ou curcumina foram

incorporados ao estudo, sendo processados da mesma forma acima descrita.

4.9 MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER

Para as andlises de microscopia confocal ndo foram utilizados marcadores
sendo, a fluorescéncia do micorganismo associado a curcumina, suficientes para a
geracdo de imagens que possibilitaram o estudo das alteracGes estruturais dos
biofilmes tratados com os protocolos de PDTs em que efeitos antibacterianos foram
observados. As imagens foram obtidas por meio de microscéopio de fluorescéncia
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confocal invertido Zeiss LSM780 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha), equipado com filtros
de emisséo (469 - 596 nm), usando lentes objetivas 10x com geracdo de uma

sequéncia de imagens por meio do software Zen 2010 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

4.10 MICROESPECTROSCOPIA RAMAN

Espectros Raman dos biofilmes maduros de P. aeruginosa foram medidos pelo
microscopio WITec Alpha 300 RAS (WITec, Ulm, Alemanha), com comprimento de
onda de excitacdo de 785 nm e faixa de deteccédo de 100 - 3200 cm™. Os espectros
foram coletados com objetiva de 20x de ampliacéo de ar (Zeiss, Jena, Alemanha) e
foram registrados com um tempo de integracao de 60s e duas acumulacdes para cada
espectro, seguidas de dez espectros coletados de diferentes partes do biofilme que
foram utilizados para analise posterior. Os espectros obtidos foram processados
usando o software WITec Project FOUR e Origin 2016.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Para a avaliacdo da efetividade antibacteriana dos diferentes protocolos de
aPDT aplicados neste estudo, os dados referentes as UFC/ml de Pseudomonas
aeruginosa foram transformados em logio, sendo posteriormente procedida a andlise
estatistica. Grupos de anélises foram montados tendo como base a concentracao de
curcumina, a dose de energia e grupos PDTs entre si. Com o uso do programa
GraphPad Prisma 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA), cada um destes blocos
foi submetido ao teste de normalidade de Shapiro Wilk e homogeneidade das
variancias de Bartlett. Para os blocos de analise que tiveram 0s pressupostos de
normalidade e homogeneidade das variancias atendidos foi utilizado o teste
paramétrico ANOVA, com intervalo de confianca de 95% (p valor < 0,05) e pos-teste
de Bonferroni para estabelecer comparativos entre os grupos. Para os demais grupos
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de andlises, os pressupostos de normalidade e homogeneidade das variancias nao
foram atendidos, sendo utilizado o teste nado-paramétrico de Kruskal-Wallis, com
intervalo de confianca de 95% (p valor < 0,05) e pos-teste de Dunn para comparagao

estatistica entre os grupos.
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CAPITULO 1

TITULO: Disruptura de biofilme maduro de Pseudomonas aeruginosa por terapia

fotodindmica antimicrobiana.

RESUMO

Objetivos: Avaliar o efeito antimicrobiano e investigar a acdo de mecanismos
moleculares da terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) mediada por curcumina
frente a biofilme maduro de P. aeruginosa. Materiais e métodos: Biofilmes maduro
de P. aeruginosa (ATCC 27853) foram submetidos a protocolos de aPDT mediada por
curcumina em distintas concentracdes ((5 pg/ml, 20 pg/ml e 40 pug/ml), ativada por luz
LED em diferentes doses de energia ((3,24 Jicm?, 5,4 J/icm? e 10,8 J/icm?) e
comparados a grupos controle negativo (sem tratamento) e grupos controle positivos
(LED e curcumina isolados). Para avaliar o efeito antimicrobiano foi utilizada técnica
microbiolégica de contagem de UFC/ml, transformadas em Logio, com analise
estatistica realizada por meio de testes paramétrico Anova e ndo-parametrico Kruskal-
Wallis, com pds-teste de Bonferroni e Dunn, respectivamente. O estudo da estrutura
do biofilme de P. aeruginosa e da a¢cdo dos mecanismos moleculares da curcumina
sobre esta estrutura foram realizados com a utilizacdo das ferramentas analiticas
microscopia confocal de varredura a LASER e microespectroscopia Raman.
Resultados: Os resultados demonstraram uma acgéo centrada no efeito disruptivo do
biofilme, além de reducao estatisticamente significativa (p valor< 0,05) do crescimento
bacteriano em todos os protocolos de aPDT testados, com resultados dependentes
da concentracdo e doses de energia utilizadas. Concluséo: a aPDT mediada por
curcumina avaliada nesta pesquisa mostrou-se capaz de reduzir o crescimento
bacteriano e, principalmente, de exercer efeito antibiofime, tornando-a uma

promissora terapia potencializadora da acao de antimicrobianos.

Palavras-chaves: Pseudomonas aeruginosa, aPDT, LED, curcumina, biofilme,

disruptura
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INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana é reconhecidamente um grave problema de saude
publica mundial que exige a implementacdo de estratégias de prevencao e controle
das infecbes, ndo se limitando a producdo de novos antimicrobianos para os quais,
patégenos nosocomiais de importancia clinica conseguem criar em tempo habil
complexos mecanismos de resisténcia, constituindo um sistema de retroalimentacéo
ao ja grave panorama de resisténcia as drogas antimicrobianas.! Neste cenario
destaca-se Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria Gram-negativa, oportunista,
aderente a superficies inertes e em tecidos vivos, com alta versatilidade metabdlica e
capacidade de formacédo de biofilmes densos, condicbes que favorecem o
desenvolvimento de fenétipos resistentes a antibiéticos.?® Baixas concentracdes de
oxigénio e escassez de nutrientes no interior do biofilme reduzem a atividade
metabolica das células bacterianas, conduzindo-as ao crescimento estacionario o que
pode restringir a atividade antibacteriana de certas drogas. Além disso, penetracao
limitada de certos antibidticos, acdo de componentes da matriz extracelular e
presenga de enzimas como B-lactamase dentro do biofilme também sédo apontados
como fatores que contribuem para a resiliéncia de biofiimes frente a acdo de
antimicrobianos.*®

A Terapia Fotodinamica antimicrobiana é considerada um promissor método de
tratamento antimicrobiano, incluindo cepas multirresistentes ou englobadas em matriz
de biofilme. Além da ac&o antimicrobiana direta, a aPDT também age sobre a matriz
de biofilme e seus componentes responsaveis por sua estabilidade estrutural.® Trata-
se de uma técnica em que a luz é utilizada para ativar compostos quimicos chamados
fotossensibilizadores que ao interagir com o oxigénio molecular produzem espécies
reativas de oxigénio que causam danos oxidativos ao microrganismo, levando-o a
morte, bem como disruptura do biofilme, propiciando um efeito sinérgico a acao de
antimicrobianos e fotossensibilizadores.%t

Embora exista uma crescente e diversificada rota sintética de drogas fotoativas
guimicamente alteradas com o propdsito de potencializar o dano fotoinduzido, o uso
de fotossensibilizadores naturais como a curcumina vém sendo evidenciada como

uma nova perspectiva na aPDT, com baixa toxicidade e resultados igualmente
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significativos.®*?13 Nas Ultimas décadas, o uso de importantes ferramentas como a
microscopia confocal de varredura a LASER (CSLM) e a microespectroscopia Raman
tém sido empregadas nos estudos da efetividade da aPDT e da antibioticoterapia
frente a Pseudomonas aeruginosas, ressaltando a acdo dindmica intracelular induzida
por fotossensibilizantes e antibiéticos, sua difusdo dentro da célula e andlise da acéo
de quérum sensing em biofilme.14-17

Apesar da acao promissora da curcumina em aPDT e dos avancgos tecnoldgicos
na area da microscopia, até o presente momento, nao existem estudos publicados
gue avaliem a acao deste FS em biofilmes de Pseudomonas aeruginosa. Assim, 0s
objetivos desta pesquisa foram avaliar o efeito antimicrobiano e investigar a acéo de
mecanismos moleculares da aPDT mediada por curcumina frente a biofilme maduro

de Pseudomonas aeruginosa.

MATERIAIS E METODOS

Confeccao dos corpos de prova

Os corpos de prova foram confeccionados com resina acrilica ativada
guimicamente (RAAQ) (Artigos Odontologico Classico Ltda, Campo Paulista, SP,
Brasil), misturando acrilico autopolimerizante em liquido e em p6, conforme instrucées

do fabricante.

Estirpe bacteriana e formagéao de biofilme

Cepa de P. aeruginosa ATCC 27853, registrada com INCQS 00099 e lote
0516099 (Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) foram cultivadas em caldo BHI, incubada em
estufa B.O.D. a 37 + 2°C, por 24h. Para a formacao do biofilme foram utilizadas placas
de cultura de células com 24 pocos preenchidos com 2 ml de caldo BHI, adicionados
100 pl de suspenséo padréo de P. aeruginosa a 5 x 10" UFC/ml e um corpo de prova,

sendo incubada em B.O.D. a 37 + 2°C, durante 7 dias.
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Fotossensibilizador

Diferentes concentracées de curcumina (5 pg/ml, 20 pg/ml e 40 pug/ml) foram
preparadas a partir de uma solucdo-mée constituida pelo FS diluido com alcool

absoluto PA e tween 80.

Parametros de irradiacéo

A luz utilizada foi o LED azul 450 nm com irradiancia de 18 mW/cmz, nos tempos
de 180s, 300s e 600s, correspondendo as doses de energia de 3,24 J/cmz2, 5,4 J/cm?

e 10,8 J/cm?, respectivamente.

Condicdes experimentais

Os corpos de prova de todos 0s grupos experimentais foram lavados com 2 mi
de solucao salina, por 10s para remoc¢ao do excesso do meio de cultura e de células
fracamente aderentes. Apés lavagem, os corpos de prova dos grupos experimentais
de PDT foram incubados com curcumina por um tempo de pré-irradiacédo de 5min e
posteriormente, irradiados com LED azul. Apds tratamento, os corpos de prova foram
depositados em tubo de centrifuga de polipropileno de 2 ml, agitados, obtendo-se
suspensées puras, a partir das quais se procederam as diluicées seriadas de 10! a
104, sendo 100 pl de cada diluicdo semeada em duplicata em placas de Petri
contendo meio agar BHI e incubadas em B.O.D por 20h, a 37 + 2 °C, seguida de
contagem de UFC/ml.

O grupo controle negativo (GC-), em que nenhum tratamento foi implementado
e, 0S grupos controle positivo LED azul e curcumina isolados foram incorporados ao

estudo, sendo processados da mesma forma acima descrita.

Microscopia confocal de varredura a LASER (CSLM)

As imagens foram obtidas por meio de microscopio de fluorescéncia confocal

invertido Zeiss LSM780 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha) equipado com filtros de emissao
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(469-596 nm), usando lentes objetivas 10X e geracado de uma sequéncia de imagens
por meio do software Zen 2010 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Microespectroscopia Raman

As medi¢cOes de espectro Raman do biofiime maduro foram realizadas no
microscopio WITec Alpha 300 RAS (WITec, Ulm, Alemanha), no comprimento de onda
de excitacdo de 785 nm e faixa de deteccgdo de 100 - 3200 cm™. Os espectros foram
coletados com objetiva de 20x de ampliacdo de ar (Zeiss, Jena, Alemanha) e
registrados com tempo de integracéo de 60s e duas acumulac¢des para cada espectro,
no total de dez espectros coletados de diferentes partes do biofilme para andlise
posterior. Os espectros obtidos foram processados usando o software WITec Project
FOUR e Origin 2016.

Andlise estatistica

Para a avaliacdo da efetividade dos protocolos de aPDT, os dados referentes
as UFC/ml de Pseudomonas aeruginosa foram transformados em logio, sendo
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro Wilk e homogeneidade das variancias
de Bartlett. Para as andlises estatisticas foram utilizados testes Anova e Kruskal-
Walllis, com intervalo de confianca de 95% (p valor < 0,05) e pds-teste de Bonferroni

e Dunn, respectivamente.

RESULTADOS

Avaliacdo do efeito antimicrobiano da PDT mediada por curcumina segundo sua

concentragéo.

Nos grupos tratados com concentracdo de 5 pg/ml de curcumina foram
observadas reducdes estatisticamente significativas no crescimento bacteriano entre

0 grupo com curcumina irradiada com a dose de energia de 10,8 J/cm? (p valor < 0,05
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e 0,01) em comparacéo a todos 0s grupos, exceto quando comparado aos grupo LED
3,24 Jilcm2 e PDT 5 pg/ml- 5,4 J/cmz (p valor > 0,05) (Grafico 1).
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Grafico 1- Representacdo grafica do efeito antimicrobiano entre 0s grupos
experimentais segundo a concentracdo de 5 pg/ml de curcumina.

Fonte: Elaborado pela autora.

Nos grupos em que foi utilizada a concentracdo de 20 pg/ml de curcumina
observou-se diferenca estatisticamente significativas na reducdo da viabilidade
bacteriana entre o grupo PDT irradiados com dose de energia de 5,4 J/cm? em relagéo
aos grupos LED isolado com a mesma fluéncia (p valor <0,05), GC- e LED com dose
de 10,8 J/cm? (p valor <0,01), bem como no grupo PDT, com curcumina ativada por
dose de energia de 10,8 J/cm2 quando comparado aos grupos de LED isolado de

mesma dose de energia e GC- (p valor < 0,05) (Gréfico 2).
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Grafico 2- Representacdo grafica do efeito antimicrobiano entre 0s grupos
experimentais segundo a concentracao de 20 pg/ml de curcumina.

Fonte: Elaborado pela autora

Para os grupos experimentais tratados com concentracdo de curcumina de 40
ug/ml, irradiada com 10,8 J/cm? observou-se diferenca estatistica na reducédo da
viabilidade bacteriana quando comparado aos grupos LED 5,4 J/cm? (p valor < 0,01)
e resultados mais expressivos (p valor < 0,001), quando comparados ao grupo
controle e grupo LED 10,8 /cmz (Grafico 3).
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Gréfico 3- Representacdo grafica do efeito antimicrobiano entre o0s grupos
experimentais segundo a concentracdo de 40 pg/ml de curcumina.

Fonte: Elaborado pela autora.

Avaliacéo entre todos os grupos de aPDT.

Ao avaliar os resultados entre todos os protocolos de PDT, reducbes
estatisticamente significativas na contagem de UFC/ml de Pseudomonas aeruginosa
foram observadas entre os grupos PDT 5ug/ml-10,8 J/cm?2 quando comparado a PDT
5pg/ml-3,24 J/cm? (p valor < 0,05) e entre PDT 40ug/ml-10,8J/cm? quando comparada
a PDT 5ug/ml- 5,4J/cm? (p valor < 0,01) e PDT 5ug/ml-3,24J/cm? (p valor < 0,001)
(Gréfico 4).
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Gréfico 4- Representacdo grafica do efeito antimicrobiano entre todos os grupos
experimentais de PDT nas diferentes concentragbes de curcumina irradiadas por
distintas doses de energia.

Fonte: Elaborado pela autora.

Microscopia confocal de varredura a LASER

Apesar da discreta emisséo de fluorescéncia da cepa de P. aeruginosa estuda
foi possivel observar varios aglomerados de células bacterianas com
autofluorescéncia mais pronunciada, destacadas por setas vermelhas (FIGURA 5a).
Quando o corpo de prova foi incubado com o fotossensibilizador na auséncia de
bactéria, observou-se que a curcumina apresentou um padrao de distribuicdo ampla,
homogénea e mais opacas sobre o mesmo (FIGURA 5b). Porém, ao ser associada

ao biofilme, a curcumina mostrou uma alta emissado de fluorescéncia, tornando 0s
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densos aglomerados de células, com aproximadamente 150 pm de espessura, mais
visiveis (FIGURA 5c).

Quanto a degradacdo de curcumina utilizadas no experimento foi possivel
observar que na sua menor concentracdo, a dose de energia mais alta (10,8 J/cm?)
foi capaz de degrada-la completamente (FIGURA 5d). No entanto, nas concentracdes
mais altas (20 e 40 pg/ml), percebe-se areas verdes, opacas e de distribuicdo
homogénea possivelmente relacionadas a curcumina ndo degradada pela mesma

dose de energia utilizada (Figura 5e-f).

100 pm

100 pm

Figura 5- Sequéncia de imagens de geradas por CSLM para avaliagdo da estrutura

de biofilme de P. aeruginosa antes e ap6s aPDT.

As imagens mostram o padrdo de autofluorescéncia do biofilme (a), da curcumina (b) e do biofilme
incubado com curcumina (c), permitindo avaliar a degradacgédo de curcumina, efeitos antimicrobianos e
disruptura do biofilme nas PDT 5ug/ml-10,8J/cm2 (d), PDT 20ug/ml-10,8J/cm2 (e) e PDT 40ug/ml-
10,8J/cmz (f).

Fonte: Elaborada pela autora
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Quando o critério de andlise é a autofluorescéncia e agrupamento de células
bacterianas no biofilme fica evidente que a emissdo de fluoréscencia diminui
significativamente nos trés grupos de PDT (FIGURA 5d-f) quando comparados a
imagem do biofilme incubado com curcumina (FIGURA 5c). Este mesmo comparativo
permite observar menores agregados de células nas imagens do grupo PDT 20 pg/ml-
10,8J/cm? e PDT 40 pg/ml-10,8J/cm? (FIGURAS 5e-f). Mais especificamente, no grupo
PDT 20 pg/ml-10,8J/cm?, a desestruturacdo do biofilme é mais superficial, ao passo
que, o grupo PDT 40 ug/ml-10,8J/cm? apresenta uma estrutura descontinua
possibilitando a visualizacdo do corpo de prova (manchas escuras circulares

apontadas por setas amarelas).

Microespectroscopia Raman

O biofilme bacteriano apresentou niveis significativos de autofluorescéncia no
GC-, GC+ (CUR 5ug/ml) e fundo de autofluorescéncia mais baixos nos grupos PDTs
(PDT 20 pg/ml-5,43/cm?, PDT 20 pg/ml-10,8J/cm? e PDT 40 pg/ml-10,8J/cm?),

conforme mostra a figura 7.

Os grupos PDT 20 pg/ml-10,8J/cm2 e PDT 40 pg/ml-10,8J/cm? apresentaram
espectros Raman quase idénticos de biofilme, com véarios picos (434, 451, 697, 911,
927, 1106, 1122, 1140 e 1185 cm™) desaparecendo do espectro. O espectro Raman
apos PDT 20ug/mi-5,4J/cm? apresentou um fundo de autofluorescéncia ainda mais
baixo do que os biofilmes tratados com os protocolos de PDT acima discutidos, porém

com o desaparecimento idénticos dos picos Raman do espectro (Figura 7).



83

~ T GC-

No |—— CUR40ug/ml

Y, |—— PDT20pg/ml-5,4J/cm?
5/ —— PDT5pg/ml-10,8J/cm?
g —— PDT20pg/ml-10,8J/cm?2

—— PDT40ug/ml-10,8J/cm?2

800

a.u.

600

. . . . ; - .
250 500 750 1000 1250 1500 1750

cm™

Figura 6- Autofluorescéncia e espectros Raman do biofilme de P. aeruginosa antes e

apos aPDT.

Fonte: Elaborada pela autora.

Discussao

Para este estudo, a selecdo do material para confecgao dos corpos de prova,
do microrganismo e sua forma de vida e do fotossensibilizador natural foi baseada na
premissa de estabelecer desafios a efetividade antimicrobiana e antibiofiime da aPDT.
Superficies asperas de resina acrilica conferem maior aderéncia ao biofilme,
tornando-o mais resistentes a tratamentos antimicrobianos instituidos, quando
comparados a biofilmes tratados de superficies lisas'®. Pseudomonas aeruginosa, por
ser uma bactéria Gram-negativa, com grande versatilidade metabdlica e capacidade
de formar biofilme densos, constitui verdadeira barreira a difusdo e/ou acdo de
antimicrobiano e drogas fotoativas. Ja a curcumina, trata-se de um FS de ocorréncia

natural, fotoldbil e de baixa solubilidade e estabilidade em meios aquosos, cuja
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atividade em aPDT, até o presente momento, ndo foi avaliada frente a biofilme maduro

de Pseudomonas aeruginosa.?1920

Reducao no crescimento bacteriano

A terapia fotodinamica tem sido relatada em diversos estudos como uma
alternativa viavel as falhas terapéuticas de antimicrobianos e desinfetantes.
Diferentemente de antibiéticos que agem em alvo especifico, a aPDT consegue
interagir com multiplos alvos de acdo como proteinas, lipideos e acido nucleico,
impossibilitando o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia antimicrobiana.
Além desta vantagem, o direcionamento da luz para tratamento de lesbes
contaminadas, aplicacao localizada do FS e um curto intervalo de tempo de interacao
entre a droga fotoativa e a luz, permitem uma maior absorcdo e efeitos citotoxicos
para o microrganismo em detrimento das ceélulas saudaveis que permanecem
praticamente isentas de efeitos colaterais.?!

Ao considerar que a inativacdo fotodinaAmica esta baseada no tripé FS, luz e
oxigénio molecular diversos estudos mostraram que a auséncia ou uso isolado de um
destes componentes comprometeria esta estrutura de modo a nao produzirem efeitos
citotéxicos em células-alvo.?>?3 Corroborando com esta premissa, nossa pesquisa
constatou que o uso individual da luz azul nas trés diferentes doses de energia e
concentracfes de curcumina ndo apresentaram diferencas estatisticas na viabilidade
de Pseudomonas aeruginosa quando comparados a todos 0s grupos experimentais.
Leite et al?? ao avaliarem os efeitos da PDT mediada por curcumina para desinfecgdo
oral também observaram que o uso isolado da luz azul ndo foi capaz de reduzir o
crescimento bacteriano da cavidade oral. ConclusGes semelhantes tiveram Pucelik et
al”® e Hu et al** ao relataram que o emprego isolado de luz azul néo interferiu na
viabilidade das células microbianas estudadas, incluindo P. aeruginosa e B. cepacia,
respectivamente.

No entanto, diferentemente de nossos resultados, algumas pesquisas
demonstraram que o uso isolado de FS ou luz podem produzir diferencas estatisticas
no crescimento bacteriano. Possivelmente, estas variagdes de resultados em relacéo

ao crescimento de microrganismo submetidos a diferentes protocolos de aPDT sé&o
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dependentes ndo sé da estirpe estudada, caracteristica inerente do FS, bem como da
dose de energia da luz nos tratamentos.?>?® A pesquisa in vitro de Karrer et al®®
demonstrou bem parte destas condi¢des ao constataram que o uso isolado do 5 &cido-
aminolevulinico (ALA) em cepas de S. aureus e S. epidermidis resultou em reducéo
significativa do crescimento da cepa de S.epidermidis, enquanto o0 mesmo FS
acelerou o crescimento de S.aureus. Sousa et al’® ao analisarem os efeito da luz azul
450 nm , nas fluéncias de 0 a 24 J/cm2 em suspensdes bacterianas verificaram efeito
inibitorio de crescimento de cepas de S. aureus e P. aeruginosa quando expostas a
luz azul na fluéncia maior que 6 J/cm? e de E. coli quando irradiada com luz azul na
fluéncia maior que 3 J/cm?, mostrando uma maior resisténcia aos efeitos da luz entre
as cepas de S. aureus e de P. aeruginosa.

O fato de bactérias Gram-negativas apresentarem diferencas na composicao
estrutural de suas membranas quando comparadas as bactérias Gram-positivas
podem torna-las menos susceptiveis aos efeitos da inativacdo fotodinamica.?” Com
membrana externa contendo lipopolissacarideos carregados negativamente,
Pseudomonas aeruginosa tem uma barreira estética que reduz a permeabilidade de
moléculas neutras e aniénicas.!°

Apesar de todos estes possiveis entraves, 0 presente estudo constatou a
eficAcia dos protocolos de aPDT mediada pelas trés concentracdes de curcumina
frente a biofilme de Pseudomonas aeruginosa. Ao se avaliar resultados das PDTs na
menor concentracdo de curcumina, a PDT 5ug/ml-10,8J/cm? apresentou reducdes
estatisticamente significativas no Logio de UFC/ml quando comparada a outros grupos
experimentais (GC-, LED 5,4J/cm?, LED 10,8J/cm? e CUR 5ug/ml) e com grupo PDT
5ug/ml-3,24 J/icm?, demonstrando que, na menor concentragdo de curcumina, um
maior tempo de irradiacdo, que € diretamente proporcional a densidade de energia,
influenciou significativamente nos resultados entre dois grupos de PDTs. Constatacao
semelhante tiveram Hu et al,* em seu estudo sobre a eficacia da curcumina com
EDTA, ativada por luz azul na inativacdo de B. cepacia, relatando que a reducéo da
viabilidade da bactéria Gram-negativa foi dependente do tempo de irradiacéo,
incrementando 5% de taxa de morte bacteriana quando se prolongou o tempo de

irradiagédo em 10 minutos.
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Ao analisar os resultados dos experimentos com PDT na concentracédo de 20
pug/ml de curcumina foi possivel observar reducdes estatisticamente significativas na
contagem de UFC/ml, j& a partir da dose de energia de 5,4 J/cm?, demonstrando que
0 aumento da concentracdo do FS produziu melhores resultados em detrimento do
aumento da fluéncia. Em concordancia com nossos resultados, Araljo et al®®
investigaram a susceptibilidade de cepas de S. aureus e Lactobacillus acidophilus a
PDT com curcumina em diferentes concentra¢bes (0,75, 1,5, 3,0, 4,0, e 5,0 g/L),
ativadas por luz azul nas intensidades de 19 e 47,5 mW/cm2 e fluéncia de 5,7 J/cmz,
observando que aPDT reduziu significativamente o niumero de bactérias em ambas
as intensidades quando a concentragcdo de curcumina foi > a 4 ¢/L, sendo a
concentracéo de 5,0 g/L a que apresentou os melhores percentuais de reducédo da
viabilidade das bactérias pesquisadas.

Na concentracdo de 40 pg/ml de curcumina, a PDT 40ug/mi-10,8J/cm?
apresentou os melhores resultados do experimento, com reducéo de mais de 90% na
contagem de UFC/ml, quando comparado aos GC-, GC+ (LED 5,4J/cm?, LED
10,8J/cm?) e PDTs (PDT 5ug/ml-3,24J/cm2 e PDT 5ug/ml-5,4 J/cm?), evidenciando um
efeito antimicrobiano dose-dependente da concentracdo de curcumina e da dose de
energia. Aléem do grupo PDT 40ug/ml-10,8J/cm?, apenas a PDT 5ug/ml-10,8J/cm2
apresentou reducédo estatisticamente significativa no crescimento bacteriano quando
comparado a outro grupo PDT (PDT 5ug/m-3,24J/cm?), demonstrando que, quando
da utilizacdo de menor concentracdo de FS, a dose de energia € um fator capaz de

alterar os resultados obtidos.

Estrutura de biofilme e mecanismos moleculares da curcumina.

Pseudomonas aeruginosa pertence ao grupo | de homologia DNA-rRNA e sub-
grupo de Pseudomonas fluorescentes devido a sua caracteristica fenotipica de
producdo de pigmentos fluorescentes como a pioverdina, condi¢gdo acentuada ao se
adicionar curcumina ao biofilme bacteriano,®>?® o que permitiu que o biofilme
pesquisado fosse analisado por CSLM sem a necessidade de uso de marcadores.

As variaveis tempo de pré-irradiagcdo, concentracédo de FS e dose de energia
podem influenciar na penetracdo das drogas fotoativas em células de biofiime,
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interferindo na inativacédo microbiana e na disruptura de biofilme.?°-3 O tempo de pré-
irradiacdo de 5min somado a dose de energia mais alta mostraram-se suficientes para
degradar a baixa concentracdo de curcumina na PDT 5ug/ml-10,8J/cm2, ndo sendo
esta mesma condi¢cdo observada nos grupos PDTs com maiores concentracdes de
curumina, mas o mesmo tempo de pré-irradiacao e dose de energia empregados, sem
no entanto, deixar de produzir inativacao fotodinAmica. Prova disto € a observacao de
menores agregados celulares com menor fluorescéncia que podem se traduzir como
uma reducdo na viabilidade celular nos trés grupos de terapia fotodinamica
estudados.®?

Reducdo da autofluorescéncia do biofilme também foram observadas nas
andlises de espectro Raman, principalmente quando tratado com concentragdo mais
alta de curcumina irradiada por dose de energia também mais alta, enfatizando que o
efeito antimicrobiano observados nesta pesquisa foram dose-dependentes de
concentracéo de curcumina e doses de energia. Em relagcéo aos picos observados no
espectro Raman, Jung et al'*® descrevem que, os picos em 927, 1106 e 1122 cm™
poderiam estar associados a vibracdo de alongamento por ligacdes glicosidicas
simétricas (C-O-C) e respiracdo em anel de polissacarideos. Os demais picos como
451, 911 e 1106 cm™ podem estar associados a aminoacidos.33

As EROs produzidas por aPDT tém como sitio de acdo sobre os
microrganismos, as biomoléculas proteina, lipideo e acido nucleico. Assim, como 0s
picos que desapareceram apos tratamento com curcumina irradiada com luz azul,
parecem pertencer a polissacarideos e proteinas, a acdo da aPDT pode ndo estar
circunscrita ao efeito antimicrobiano, j& que agiu também sobre polissacarideo, um
importante componente da matriz extracelular do biofilme.'® Os polissacarideos sdo
produzidos por um complexo de proteinas transmembranas e participam ativamente
dos processos iniciais de formacao do biofilme, favorecendo a aderéncia bacteriana,
assim como nas fases de biofilme maduro, quando aumenta significativamente em
guantidade para manter a estabilidade da matriz, proteger as células da microcolbnia,
reter nutrientes e agua e favorecer o contato célula-célula, facilitando a
intercomunicacao dentro do biofilme.*®

Em resumo, as andlises das imagens de biofilme geradas por CSLM e a

interpretacdo dos picos nos espectros Raman mostraram uma correlacéo entre si,
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demonstrando que protocolos de aPDT estabelecidos para esta pesquisa produziram
uma acéo centrada no efeito disruptivo do biofilme estudado, possivelmente por agir
diretamente em um importante e abundante componente da matriz extracelular de
biofilmes, responsaveis por sua estruturacdo e estabilidade e por favorecer a
protecdo, comunicacao e nutricdo das células em microcol6nia. Disruptura de biofilme
também foi observada por Zangirolami et al*® ao pesquisarem o efeito da PDT em
biofilme em tubos endotraqueais, constatando que a curcumina ativada por luz azul
de 450 nm foi capaz de causar o rompimento desta estrutura complexa,
caracterizando seu efeito antibiofime. Ronqui et al'! ao pesquisarem o efeito
individual da PDT e em associacédo com Ciprofloxacino contra biofilmes de S. aureus
e E. coli observaram que a aPDT utilizada foi capaz de alterar um biofilme compacto
e homogéneo em uma estrutura esparsa e sem densidade, caracterizando a
disruptura do biofilme de E. Coli. Possivelmente, este efeito foi o responsavel por
converter uma acao ineficaz do antibiético em monoterapia, em um efeito
antibacteriano com aproximadamente 7 logs de reducdo, quando a antibioticoterapia
foi precedida pela terapia fotodinamica. Além disso, o efeito disruptivo de biofilme
apresentado possibilitou 0 uso de menores concentracdes de antibiético, o que na
pratica clinica reduziria o risco de efeitos colaterais e toxicidade.

Resisténcia antimicrobiana semelhante a de Gram-negativos também é
observada em biofilme de fungos provavelmente pela constituicdo e tamanho da
célula.®® Hsieh et al** avaliaram os efeitos da curcumina ativada por luz LED e do
Fluconazol em biofiilme de C. albicans destacando que, embora houvesse uma
reducéo estatisticamente significativa na viabilidade celular do fungo e uma disruptura
do biofilme tratado com aPDT, o uso isolado desta terapia ou do antifingico nao foram
capazes de eliminar eficientemente o fungo. No entanto, ao utilizarem
concomitantemente as duas terapias constataram a completa eliminacdo de C.
albicans aderente, ressaltando a influéncia que o biofilme também possui na
resisténcia a antifingicos, assim como o papel relevante que a PDT assume na
disruptura desta estrutura, viabilizando entéo a inativacdo do fungo.

Provocar a disruptura de biofilme, com a disperséo de células bacteriana por
meio da aPDT é uma estratégia promissora a ser implementada entre as medidas de

controle das infec¢gBes por bactérias multirresistentes. Na forma planctonica, o resgate
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7

da sensibilidade da bactéria aos antimicrobianos convencionais é comumente
observado, além de possibilitar a reducdo de concentragcdo de antibidticos
administrados, com consequente diminuicdo dos efeitos colaterais e toxicidade do

tratamento farmacol6gico.?>3°

Conclusao

Com o uso de técnica microbiologica e das ferramentas analiticas CSLM e
microespectroscopia Raman podemos concluir que, apdés uma unica sessado de
tratamento mediado pela maiores concentracbes de curcumina e doses de energia
também mais altas delineadas para esta pesquisa, a aPDT foi capaz reduzir em mais
de 90% o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, sendo a disruptura do biofilme
seu mais importante efeito observado, mostrando-se uma possivel estratégia a ser

adotada como potencializadora da a¢éo de antimicrobianos frente a biofilme.
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